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Nama : Tendri Abeng 
Nim : 60500117031 
Judul : Karakterisasi Enzim Selulase Isolat Bakteri  R8W dari Larva Kumbang  
  Sagu  
 
Karakterisasi enzim selulase isolat bakteri R8W dari larva kumbang sagu telah 
dilakukan. Penelitian ini bertujuan mengetahui aktivitas selulase pada suhu, pH dan 
konsentrasi substrat optimum serta mengetahui aktivitas enzim dengan menggunakan 
substrat selulosa sekam padi. Metode dalam penelitian ini meliputi produksi enzim, 
karakterisasi enzim selulase dengan metode DNS pada variasi suhu (30 °C, 40 °C, 50 
°C, 60 °C, 70 °C, pH (5, 6, 7, 8, 9), dan konsentrasi substrat CMC (0,5%, 1%, 1,5%, 
2%, 2,5%) serta optimalisasi aktivitas selulase pada substrat alami. Hasil penelitian ini 
menunjukkan enzim selulase isolat bakteri R8W dari larva kumbang sagu optimum 
pada suhu 50 °C dengan aktivitas enzim sebesar 0,070 U/mL, pH 8 dengan aktivitas 
enzim sebesar 0,069 U/mL, konsentrasi substrat 2% dengan aktivitas enzim sebesar 
0,063 U/mL dan aktivitas enzim selulase isolat bakteri R8W dari larva kumbang sagu 
pada substrat selulosa sekam padi sebesar 0,103 U/mL. 
 
 
Kata Kunci: Karakterisasi, Larva kumbang sagu, Bakteri Selulolitik, Selulase, Sekam     
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Title : Characterization of R8W Bacterial Cellulase Isolate from Sago Beetle    
              Larvae 
 
Cellulase enzyme characterization of R8W bacteria isolates from sago beetle 
larvae has been carried out. This study aims to determine cellulase activity at optimum 
temperature, pH and substrate concentration and to determine enzyme activity using 
rice husk cellulose as a substrate. The methods in this study include enzyme 
production, cellulase enzyme characterization by DNS method at various temperatures 
(30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C, pH (5, 6, 7, 8, 9), and CMC substrate concentrations 
(0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5%) as well as optimizing cellulase activity on natural 
substrates. The results of this study showed the cellulase enzyme R8W bacterial isolate 
from sago beetle larvae was optimum at temperature of 50 °C with enzyme activity of 
0.070 U/mL, pH 8 with enzyme activity of  0.069 U/mL, substrate concentration of  
2% with enzyme activity of 0.063 U/mL and cellulase enzyme activity of R8W 
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A. Latar Belakang 
Indonesia sebagai negara agraris menghasilkan produk-produk tani yang 
melimpah. Produk tani yang melimpah meningkatkan hasil samping berupa limbah 
(Flimban, dkk., 2019: 8). Batang sagu menjadi salah satu limbah yang masih 
mengandung selulosa. Batang sagu yang tidak diolah akan mengalami pembusukan 
dimana bagian yang membusuk tersebut digunakan untuk media pertumbuhan 
organisme. Hal ini seperti yang dilaporkan oleh Hastuty (2016: 17) bahwa larva ulat 
sagu berasal dari kumbang merah yang hidup pada batang sagu yang telah membusuk. 
Ulat sagu hidup pada batang sagu dengan mengonsumsi nutrisi dalam tanaman sagu.  
Larva ulat sagu (Rhynchophorus ferrugineus) mengonsumsi selulosa dengan 
mengubah selulosa menjadi senyawa sederhana dengan bantuan enzim selulase dalam 
pencernaan larva tersebut.. Enzim selulase didapatkan dari bakteri atau jamur yang 
berpotensi menghasilkan enzim. Seperti yang dilaporkan Baharuddin, dkk., (2016: 24) 
bahwa bakteri selulolitik dapat diisolasi dari larva kupu-kupu cossus cossus. Menurut 
Supriyatna dan Article (2016: 319), bakteri selulolitik diisolasi dari larva hermetia 
illucens dengan atkivitas enzim selulase sebesar 0,41 U/mL. Penelitian lain juga 
menyatakan bahwa bakteri selulolitik dapat diisolasi dari larva osphranteria 
coerulescens dengan atkivitas enzim selulase sebesar 0,52 U/mL pada suhu 60 ℃ 
(Hatefi, dkk., 2017: 162). 
Enzim selulase diproduksi dengan cara isolasi. Isolasi enzim selulase dapat 
dilakukan pada komponen tubuh mikroorganisme yang berperan sebagai media 
pertumbuhan bakteri penghasil selulase. Usus mikroorganisme menjadi salah satu 




Pandiarajan dan Revathy (2020: 5) bahwa bakteri selulolitik diisolasi dari usus ulat 
sutera (Bombyx Mori L).  Penelitian lain juga menyatakan bahwa bakteri selulolitik 
dapat diisolasi dari usus larva kumbang sagu. Hasil penelitian tersebut didapatkan 5 
isolat yaitu R1W, R4W, R8W, R9W, dan R10W. Isolat R8W memiliki aktivitas enzim 
selulase sebesar 5,1425 x 10-2 U/mL (Wahyuningsih, 2020: 30). 




َتليٌف أ ۡ اٞب ُّمخ يَها ََشَ ۚ ََيُۡرُج ميۢن ُبُطون يكي ُذلُٗلا ِكي ُسُبَل َربل
ي ٱثلََّمَرَٰتي فَٱۡسلُ
اء ٞٞ  ۥ ِيههي ُثمَّ لُُكي مين ُكل ََ ِي  
كَّ  ََ يَقۡوٖم َيَت يَك ٓأَليَةا لل َٰل ِۚ إينَّ ِفي َذ يلنَّاسي  ٩٦ُروَن  لل
terjemahnya: 
“Kemudian makanlah dari tiap-tiap (macam) buah-buahan dan tempuhlah jalan 
Tuhanmu yang telah dimudahkan (bagimu). Dari perut lebah itu keluar 
minuman (madu) yang bermacam-macam warnanya, di dalamnya terdapat obat 
yang menyembuhkan bagi manusia. Sesungguhnya pada yang demikian itu 
benar-benar terdapat tanda (kebesaran Tuhan) bagi orang-orang yang 
memikirkan”. 
Menurut tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa Allah swt memberikan izin 
kepada lebah-lebah itu dengan izin yang bersifat qadari dan taskhiri (penundunkan) 
agar makan dari tiap-tiap macam buah-buahan serta menempuh jalan-jalan yang telah 
Allah mudahkan baginya dan sesuai yang dikehendakinya, baik itu atmosfir udara 
yang begitu besar, padang sahara yang membentang luas, ataupun dari lembah-lembah 
dan gunung-gunung yang tinggi. Kemudian masing-masing lebah itu kembali ke 
sarangnya tanpa membelok ke arah kanan maupun kiri. Akan tetapi langsung kembali 
ke sarangnya tempat penetasan telur dan madunya. Kemudian ia membuat lilin dari 
sayap-sayapnya, memuntahkan madu dari mulutnya, dan menetaskan telur dari 
duburnya, setelah itu ia kembali terbang ke tempat gembalaannya  




Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah swt menciptakan lebah dengan 
kemampuan yang dimilikinya untuk memperoleh makanan dan mengetahui letak 
tempat tinggalnya. Selain itu lebah memproduksi madu yang memiliki manfaat 
sebagai obat. Sebagaimana Allah menciptakan mikroorganisme yang berukuran sangat 
kecil dengan membawa manfaat yang besar seperti pemanfaatan isolat bakteri R8W 
dari larva kumbang sagu yang menghasilkan enzim selulase untuk mendegradasi 
senyawa kompleks menjadi senyawa lebih sederhana. 
Degradasi selulosa dengan bantuan enzim dipengaruhi beberapa faktor seperti 
suhu, pH maupun konsentrasi substrat yang didegradasi. Faktor-faktor tersebut akan 
sangat berpengaruh pada aktivitas enzim. Peningkatan aktivitas enzim dapat dilakukan 
dengan menjaga kestabilan enzim terhadap suhu maupun pH (Sui, dkk., 2019: 6). 
Enzim bekerja pada keadaan optimum untuk menghasilkan sebuah produk.  
Kualitas kerja enzim ditinjau dari karakteristikya terhadap pengaruh suhu, pH 
maupun konsentrasi substrat. pH optimum digunakan untuk mengaktifkan sisi aktif 
enzim yang akan berikatan dengan substrat. Hal ini seperti yang dilaporkan oleh 
Pandiarajan dan Revathy (2020: 12), aktivitas optimal enzim selulase yang 
menghidrolisis substrat bubuk selulosa bekerja secara optimal pada pH 7 sebesar 0,45 
U/mL. faktor lain yang berpengaruh terhadap aktivitas enzim adalah suhu. 
Suhu optimum enzim meningkatkan kompleksitas pembentukan substrat 
dengan enzim. Menurut Baharuddin (2016: 23), suhu optimum enzim selulase dari  
larva Cossus cossus sekitar 70 °C dengan aktivitas enzim sebesar 2,775 x 10-2 U/mL 
pada isolat CC2 dan 4,359 x 10-2 U/mL pada isolat CC4. Menurut Azadian, dkk.,  
(2017: 193), suhu optimum enzim selulase dari Bacillus Sonorensis sebesar 70 °C.  
Faktor lain yang sangat berpengaruh terhadap aktivitas enzim adalah substrat. Enzim 




 Substrat yang umum digunakan dalam produksi enzim selulase adalah CMC 
(Carboxyl Methyl Cellulose). CMC adalah senyawa turunan selulosa yang bersifat 
murni. Kemurnian dari substrat CMC dimanfaatkan untuk penentuan aktivitas enzim 
selulase. Seperti yang telah dilaporkan Putri (2016: 60) variasi konsentrasi substrat 
CMC 0,5%, 1%, 1,5%, 2% dan 2,5% digunakan untuk melihat aktivitas optimum 
selulase. Selain CMC substrat lain dapat diperoleh dari limbah pertanian seperti 
sampah tebu, bubuk rumput, sekam sorgum, jerami gandum, eceng gondok dan sekam 
padi (Waghmare, dkk., 2018: 402). Sekam padi mengandung selulosa sebesar 45,57% 
dan kadar lignin sebesar 20,47% (Asnani, dkk., 2015: 93). Menurut Purkan (2015: 98) 
sekam padi dimanfaatkan sebagai induser untuk memproduksi enzim selulase dari 
Aspergillus niger. 
Pengaruh dari pH, suhu, dan konsentrasi substrat optimum akan menjaga 
kestabilan kerja enzim. Kestabilan enzim dibutuhkan dalam pemanfaatan enzim di 
berbagai bidang, salah satu di antaranya adalah di bidang industri. Enzim 
dimanfaatkan di bidang industri tersebut untuk menghasilkan produk yang lebih 
berkualitas (Gao, dkk., 2018: 7). Menurut Hafid, dkk., (2017: 674), hidrolisis 
enzimatik digunakan dalam menghasilkan glukosa yang dapat difermentasi lebih 
lanjut menjadi bioetanol. 
 Berdasarkan latar belakang di atas, kestabilan enzim dalam proses hidrolisis 
dipengaruhi oleh berbagai faktor di antaranya faktor suhu, pH, dan konsentrasi 
substrat. Maka dilakukan penelitian, karakterisasi enzim selulase isolat bakteri R8W 
dari larva kumbang sagu. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kondisi optimal 






B. Rumusan Masalah 
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Berapa aktivitas enzim selulase isolat bakteri R8W dari larva kumbang sagu 
pada suhu, pH, dan konsentrasi substrat optimum? 
2. Berapa aktivitas enzim selulase isolat bakteri R8W dari larva kumbang sagu 
pada substrat selulosa sekam padi? 
 
C. Tujuan Penelitian 
Tujuan dilakukan penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Mengetahui aktivitas enzim selulase isolat bakteri R8W dari larva kumbang 
sagu pada suhu, pH, dan konsentrasi substrat optimum. 
2. Mengetahui aktivitas enzim selulase isolat bakteri R8W dari larva kumbang 
sagu pada substrat selulosa sekam padi. 
 
D. Manfaat Penelitian 
Manfaat pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Memberikan informasi kepada penulis dan masyarakat tentang pemanfaatan 
larva kumbang sagu. 
2. Memberikan informasi kepada penulis dan pembaca tentang keadaan 










A. Tanaman Sagu (Metroxylon sagu) 
Sagu merupakan tanaman dengan nama latin Metroxylon sagu yang termasuk 
kedalam kingdom plantae dengan famili Arecaceae (Palmae). Sagu merupakan salah 
satu penghasil karbohidrat tinggi yang banyak diolah menjadi bahan pangan 
tradisional oleh masyarakat. Menurut Putri (2019: 1092), kadar karbohidrat sagu 
sebesar 48,92%, kadar gula 54,32%, protein 0,67%, dan kadar air 4,10%.  
Sagu merupakan sumber karbohidrat yang baik bagi kesehatan. Seperti yang 
telah dilaporkan Vita (2017: 119), tanaman sagu dimanfaatkan sebagai bahan pangan, 
obat-obatan, bahan bangunan/perkakas rumah tangga, bahan bakar, dan pengendali 
lingkungan. Menurut Karamoy, dkk., (2019: 11), kulit batang sagu dimanfaatkan 
sebagai bahan dasar pembuatan bio-briket. Hal ini telah dijelaskan dalam firman Allah 
swt dalam QS. As-Syuara/26: 7. 
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َو لَۡم يََرۡواْ إيََل ٱۡۡل
َ
 ٧َزۡوٖج َكرييٍم أ
terjemahnya: 
“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami   
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik? 
Menurut tafsir Al-Maraghi menjelaskan apakah mereka akan terus-menerus 
tenggelam dalam kekufuran terhadap Allah dan pendustaan terhadap Rasul-nya? Dan 
apakah mereka tidak berfikir tentang berbagai keajaiban kekuasaannya, tidak pula 
memperhatikan bumi dengan berbagai jenis, bentuk, dan warna tumbuh-tumbuhannya 
yang membuktikan kekuasaan serta kekuatan Allah Yang Maha Tinggi dan Maha 




Ayat lain yang juga membahas mengenai keragaman tanaman yaitu dalam  
QS. Taha/20: 53. 
ء ٞي مَ  َما نَزَل ميَن ٱلسَّ
َ
ا َوَسَلَك لَُكۡم ِيهَها ُسُبٗلا َوأ ۡرَض َمۡهدا
َ
يي َجَعَل لَُكُم ٱۡۡل ا ٱَّلَّ ۡزَوَٰجا
َ
ۦء أ يهي ۡخرَۡجَنا ب
َ
ء ٞا َفأ ا
  َٰ َّتَّ َِ ين نََّباٖت    ٣٥مل
terjemahnya: 
 “Dia yang telah menjadikan bagi kamu bumi sebagai hamparan dan Yang telah 
menjadikan bagi kamu di bumi itu jalan-ja]an, dan menurunkan dari langit air 
hujan. maka Kami tumbuhkan dengannya berjenis-jenis dari tumbuh-
tumbuhan yang bermacam-macam. 
 Menurut Quraish Shihab dalam Tafsir Al-Misbah ayat diatas menjelaskan 
bahwa Allah yang telah menjadikan bagi kamu hai Fir’aun dan seluruh manusia 
sebagian besar bumi sebagai hamparan dan menjadikan sebagian kecil lainnya 
gunung-gunung untuk menjaga kestabilan bumi. Dia (Allah swt) juga telah 
menjadikan bagi kamu di bumi itu jalan-jalan yang mudah kamu tempu, dan 
menurunkan dari langit air yakni hujan sehingga tercipta sungai-sungai dan danau, 
maka kami tumbuhkan dengannya yakni dengan perantaraan hujan itu jenis-jenis 
tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam jenis, bentuk, rasa, warna dan manfaatnya. 
Ayat-ayat di atas menjelaskan tentang keragaman tumbuh-tumbuhan baik yang 
bermacam-macam dengan segala manfaatnya. Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan 
yang kaya akan manfaat bagi makhluk hidup lainnya. Salah satu jenis tanaman baik 
dan memiliki manfaat yang tumbuh di bumi adalah tanaman sagu. Tanaman sagu 
merupakan tumbuhan yang banyak diolah. Pengolahan tumbuhan sagu menghasilkan 
limbah. Limbah yang dihsilkan berupa limbah padat maupun limbah cair. Limbah 
padat hasil pengolahan tumbuhan sagu adalah batang sagu. Menurut McClatchey 
(2006: 12) menyatakan bahwa limbah pengolahan sagu menghasilkan kulit batang 




Menurut Vita (2017: 114) Batang sagu menjadi tempat utama dihasilkannya 
pati melalui proses fotosintesis tepatnya pada empulur. Batang bagian bawah pada 
umumnya mempunyai kandungan pati yang lebih tinggi dari pada bagian atas. Batang 
sagu mengandung senyawa organik seperti selulosa. Selulosa merupakan polimer yang 
mudah terdegradasi. Kandungan selulosa dalam batang sagu berfungsi sebagai nutrisi 
bagi mikroorganisme. Batang sagu bagian pucuk pohon menjadi tempat bertelurnya 
kumbang merah kelapa (Widiastuti dan Kisan, 2014: 209). 
 
B. Larva Kumbang Sagu (Rhynchophorus ferrugenesis) 
Mikroba mampu hidup dengan bantuan nutrisi dalam suatu tanaman. Mikroba 
ditemukan pada tanaman dan dalam makhluk hidup lainnya. Bahan organik yang 
terkandung dalam tanaman memberikan pemasok energi bagi mikroba. Bahan organik 
digunakan untuk memberi nutrisi yang memiliki peranan penting dalam kehidupan 
mikroba maupun mikroorganisme lainnya (Pulungan, dkk., 2018: 46). 
Serangga identik sebagai hama dalam bidang pertanian. Serangga terdiri dari 
beberapa jenis yang bermanfaat bagi manusia. Nutrisi bagi serangga berbeda-beda 
tergantung dari jenis serangga. Jenis serangga terbagi menjadi dua yaitu serangga 
herbivora dan serangga karnivora (Wali, dkk., 2017: 47). Serangga jenis herbivora 
antara lain belalang, larva kupu-kupu (ulat), dan kumbang. Serangga karnivora atau 
serangga pemakan segalanya antara lain, lalat, dan beberapa jenis ulat pemangsa 
(Alrazik, dkk., 2017: 2). 
Larva kumbang sagu berasal dari serangga kumbang merah kelapa yang 
tumbuh pada tanaman sagu. Tanaman sagu yang telah ditebang menghasilkan batang 
pucuk pohon sagu yang menjadi tempat hidupnya kumbang sagu. Larva dari kumbang 




(Ariani, dkk., 2018: 132). Menurut Hastuty (2016: 14), klasifikasi larva kumbang sagu 
adalah sebagai berikut:  
Kingdom : Animalia 
Filum  : Arthropoda 
Kelas  : Insecta 
Ordo  : Coleoptera 
Family  : Curculionidae 
Genus  : Rhynchophorus 
Spesies : R.ferrugineus 
Ulat sagu diperoleh dari limbah batang sagu yang telah ditebang sekitar 20-40 
hari. Ulat sagu yang diperoleh dari batang sagu berbeda-beda.  Hal tersebut  
dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain durasi waktu pembusukan batang sagu, 
volume atau kandungan karbohidrat batang sagu dan jumlah serangga betina yang 
menyimpan telur pada media tumbuh. Ulat sagu dipanen dari batang sagu satu kali 
pada setiap batang sagu. Limbah batang sagu dalam kondisi buruk menjadi media 
pertumbuhan kembali untuk telur serangga kumbang merah setelah proses pemanenan 






Gambar 2.1 Larva Kumbang Sagu 
(Sumber: Dokumentasi pribadi) 
Ulat sagu secara konvensional dimanfaatkan sebagai bahan pangan dengan 
kandungan protein tinggi.  Menurut Kasi dan Cambaba (2017: 13), kadar protein 




tersebut juga mengandung karbohidrat. Menurut Ariani, dkk., (2018: 133), kandungan 
karbohidrat dalam larva kumbang sagu sebesar 8,69%.  
 
C. Selulosa 
Selulosa adalah biopolimer yang ketersediaannya melimpah di alam. Selulosa 
tergolong kedalam jenis homopolimer D-glukosa yang tersusun secara linear. Selulosa 
tersusun dari monomer-monomer glukosa yang terhubung oleh ikatan 1,4 glikosidik. 
Selulosa dengan struktur yang kritalin terdegradasi oleh enzim selulase yang memutus 
ikatan 1,4 glikosidik (Setyoko dan Utami, 2016: 863). Selulosa merupakan komponen 
jaringan tanaman pembentuk dinding sel. Selulosa dalam pembentukan dinding sel 
tanaman berasosiasi dengan polimer lain seperti polimer hemiselulosa dan polimer 


































Gambar 2.2 Struktur Selulosa 
(Sumber: Baharuddin, dkk., 2016: 2) 
Selulosa merupakan komponen utama dalam tanaman. Selulosa mampu 
bertindak sebagai substrat untuk pertumbuhan suatu mikroorganisme. Selulosa yang 
berasosiasi dengan polimer lain seperti polimer hemiselulosa dan polimer lignin 
disebut senyawa lignoselulosa. Lignoselulosa merupakan komponen organik yang 
melimpah. lignoselulosa terkandung dalam jaringan tanaman dengan tiga bagian 
polimer yaitu lignin, hemiselulosa dan selulosa. Pendegradasian lignoselulosa dibantu 
oleh kinerja enzim yang sesuai dengan substrat. Lapisan pertama dalam jaringan 
tanaman adalah lignin yang mampu terdegradasi oleh lignase. Hemiselulosa yang 




polimer yang terdegradasi dengan selulase. Enzim selulase terdiri dari tiga enzim di 
antaranya endoglukanase, eksoglukanase atau selobiohidrolase dan 𝛽-glukosidase 
(Champreda, dkk, 2019: 3). 
Pendegradasian selulosa sebagai bahan pembuatan bioetanol dikonversi 
dengan cara hidrolisis. Hidrolisis selulosa dapat dilakukan secara kimia maupun 
enzimatik. Metode hidrolisis memiliki keuntungan dan kekurangan. Metode hidrolisis 
enzimatik merupakan metode yang menguntungkan dari segi biaya dan bersifat  ramah 
lingkungan. Hidrolisis secara enzimatik berarti degradasi selulosa dengan bantuan 
enzim. Salah satu proses hidrolisis enzimatik terjadi pada pembuatan bioetanol dengan 
proses sakarifikasi dan fermentasi serentak (SFS). Secara umum reaksi dalam proses 
SFS yaitu: 
 





Glukosa hasil hidrolisis difermentasi dengan bantuan ragi menjadi etanol. Fermentasi 
untuk menghasilkan bioetanol merupakan reaksi perubahan gula heksosa menjadi 
etanol dan karbon dioksida secara anaerob. Satu molekul glukosa menghasilkan 2 
molekul etanol dan 2 molekul karbon dioksida (CO2) (Karisma, 2015: 24). Menurut 
Setyoko dan Utami (2016: 863), enzim yang digunakan dalam hidrolisis selulosa 
adalah enzim selulase.  Penelitian lain juga menyatakan bahwa enzim selulase 
dimanfaatkan untuk menghidrolisis batang jagung dan bubur kentang, dimana hasil 
hidrolisis tertinggi diperoleh pada hari ke-60 fermentasi (Xu, dkk., 2020: 8). 
Enzim Selulase 
 C6H12O6 (C6H12O6)n           
      2C2H5OH     +         2CO2 







D. Enzim Selulase 
Enzim selulase diproduksi dari berbagai mikroorganisme seperti bakteri dan 
jamur (Kuhad, dkk., 2016: 265). Sumber mikroorganisme penghasil enzim selulase 
terdapat di dalam rumen hewan ruminansia dalam jumlah yang besar. Seperti yang 
dilaporkan Setyoko dan Utami (2016: 864), bakteri selulolitik diisolasi dari cairan 
rumen sapi untuk hidrolisis biomassa. Enzim merupakan biomolekul yang tersusun 
atas asam amino yang bekerja secara spesifik terhadap substrat. Enzim selulase 
berfungsi mengonversi selulosa menjadi senyawa yang lebih sederhana  
(Hafid, dkk., 2017: 674).  
Penggunaan selulase meluas di bidang industri seperti industri kertas maupun 
industri energi terbarukan (Flimban, dkk., 2019: 8). Aktivitas enzim selulase terhadap 
stabilitas pH dan stabilitas suhu sangat diperlukan dalam bidang industri  
(Hatefi, dkk., 2017: 163).  Kinerja enzim selulase dalam menghidrolisis biomassa 
dipengaruhi oleh suhu, pH maupun konsentrasi substrat (Sui, dkk., 2019: 6). Stabilitas 
enzim dalam bidang industri menjadi faktor penting seperti dalam industri pembangkit 
listrik melalui sistem MFC (Manzoor, dkk., 2018: 19). Penelitian lain menyatakan 
bahwa preatment alkali dengan bantuan iradiasi ultrasonik dalam pembuatan biofuel 
mengurangi penggunaan enzim (Subhedar, dkk., 2018: 19). 
Reaksi biokimia dibantu oleh enzim sebagai biokatalisator untuk mempercepat 
terjadinya reaksi. Selulase tersusun atas tiga enzim utama yang bekerja secara sinergis 
dalam proses degradasi selulosa. Tiga enzim ini meliputi endoglukanase, 








































































Gambar 2.3 Diagram Skematik Degradasi Selulosa 
(Sumber: Saropah, dkk., 2012: 37) 
Enzim selulase memecah ikatan (1-4) glikosida pada selulosa menjadi 
selobiosa dan didegradasi kembali menjadi monomer glukosa. Degradasi ini dibantu 
oleh tiga enzim.  Endoglukanase berfungsi memutus secara acak ikatan β-(1,4) 
glikosida pada struktur selulosa amorf membentuk molekul selulosa yang lebih 
sederhana. Eksoglukanase berperan dalam proses pemutusan dua unit glukosa dari 
ujung gula pereduksi dan non pereduksi membentuk molekul selobiosa. β-glukosidase 
berfungsi menghidrolisis selobiosa menjadi glukosa (Behera, dkk., 2017: 200). 
 
E. Aktivitas Enzim Selulase 
 Aktivitas kerja suatu enzim selulase dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti 
suhu, pH, dan konsentrasi substrat (Putri, 2016: 22). Kerja suatu enzim selulase dengan 
membentuk aktivitas yang spesifik. Aktivitas spesifik enzim selulase menggambarkan 
tingkat kemurnian suatu enzim. Menurut Ramadhan, dkk., (2020: 69) semakin tinggi 
aktivitas spesifik dari enzim semakin tinggi kemurniaannya. Aktivitas spesifik enzim 




ditentukan berdasarkan banyaknya glukosa yang dihasilkan dari pemecahan selulosa 
oleh enzim.  
Faktor suhu berpengaruh terhadap kontak enzim dengan substrat. Enzim 
merupakan serangkaian asam amino yang sistem kerjanya sangat dipengaruhi oleh 
suhu lingkungan. Menurut Setyoko dan Utami (2016: 866), suhu optimum bakteri 
selulolitik adalah 39 ℃ dengan aktivitas selulase sebesar 306,35 µmol/mL. Penelitian 
lain juga menyatakan bahwa suhu optimum enzim selulase dari Bacillus sp. sekitar  
50 ℃ dengan efisiensi hidrolisis enzimatik 80% (Sriariyanun, dkk., 2015: 26). Enzim 
tidak mampu bekerja dibawah suhu optimum atau diatas suhu optimum. Pada saat 
mencapai suhu optimum kecepatan reaksi kontak enzim dengan substrat berlangsung 
cepat seiring dengan kenaikan energi kinetik. Penelitian lain juga melaporkan bahwa 
suhu aktivitas Bacillus pumilus relatif stabil pada suhu 30 ℃ - 50 ℃ dan didapatkan 
suhu optimumnya sekitar 50 ℃ (Bhuyan, dkk., 2018: 18).  
Faktor pH dan faktor substrat memiliki peran dalam mengaktifkan sisi aktif 
enzim dalam proses hidrolisis. Menurut Dar, dkk., (2019: 8), pH optimum dari bakteri 
selulolitik adalah pH 5 dengan aktivitas selulase sebesar 80% pada substrat CMC dan 
avicel yang menunjukkan aktivitas selulase 23,6 U/mL dan 3,6 U/mL. Penelitian lain 
juga menyatakan bahwa pH optimum bakteri selulolitik dari Pleurotus ostreatus 
adalah pH 4 dengan menggunakan berbagai substrat limbah pertanian. Aktivitas 
selulase tertinggi dari bakteri selulolitik tersebut didapatkan pada substrat kulit kacang 
tanah sebesar 23,6 U/mL (Okereke, dkk., 2017: 10). 
Faktor substrat sangat berpengaruh terhadap aktivitas enzim selulase dalam 
menghidrolisis selulosa. Kompleks enzim substrat terjadi saat sisi afinitas enzim sesuai 
dengan jumlah molekul substrat. Aktivitas enzim selulase meningkat seiring dengan 




(2019: 44) konsentrasi penambahan substrat 5%, 6%, dan 7% dari kayu mahoni 
didapatkan penambahan sebesar 7% menunjukkan aktivitas selulase tertinggi sebesar 
39,034 U/mL. Penelitian lain juga menyatakan bahwa konsentrasi 4% dari substrat 
tongkol jagung menunjukkan aktivitas enzim selulase tertinggi sebesar  
2,082 U/mL (Ramadhan, dkk., 2020: 69). 
 
F. Bakteri Selulolitik 
Mikroorganisme merupakan organisme yang tidak tampak dengan mata secara 
langsung. Mikroorganisme terbagi menjadi beberapa jenis salah satunya adalah 
bakteri. Bakteri selulolitik adalah bakteri yang mampu mendegradasi selulosa dengan 
bantuan enzim selulase yang dihasilkan. Degradasi selulosa dengan enzim selulase 
dari bakteri selulolitik bekerja secara spesifik seperti prinsip kunci dan gembok. Enzim 
bekerja pada sisi aktif yang spesifik terhadap substrat. Pertumbuhan mikroorganisme 
selulolitik dipengaruhi oleh nutrisi yang terdapat dilingkungan seperti ketersedian 
sumber makronutrien. Salah satu sumber nutrien diperoleh dari selulosa 
(Murtiyaningsih dan Hazmi, 2017: 307).  
 Mikroorganime berdasarkan suhu lingkungannya terbagi menjadi psikorofil, 
mesofil, termofil, dan hipertermofil. Mikroorganisme dapat tumbuh dalam kondisi 
optimumnya. Kondisi optimum dari setiap mikroorganisme berpengaruh terhadap 
proses produksi enzim. Kondisi optimum dari mikroorganisme berbeda-beda seperti 
yang dilaporkan Setiawati, dkk., (2019: 6), suhu optimum mikroba termofil diatas  
40 ℃. Penelitian lain juga menyatakan bahwa suhu optimum Bacillus Circulans 
adalah 70 ℃ dengan aktivtas enzim selulase tertinggi pada isolat CC4 sebesar  
4,359 x 10-2 U/mL (Baharuddin, 2016: 23). 
 Bakteri mampu bertahan hidup dilingkungan dengan menguraikan senyawa 




melimpah dengan cara hidup yang mampu bersifat bebas maupun patogen terhadap 
makhluk hidup. Bakteri yang bersifat non patogen dimanfaatkan dalam bidang industri 
seperti dalam pembuatan bioenergi (Flimban, dkk., 2019: 8). Keberadaan bakteri 
secara umum dapat diisolasi dari berbagi ekosistem, meliputi ekosistem tanah, air, dan 
limbah organik. Menurut Thomas, dkk., (2018: 435), bakteri selulolitik diisolasi dari 
ekosistem tanah dan didapatkan strain bakteri genus Bacillus sp. Penelitian lain juga 
menyatakan bahwa bakteri selulolitik dapat diisolasi dari sumber air panas dan 
ditemukan strain bakteri  B. Stratosphericus dan B. Subtilis. Bakteri B. Stratosphericus 
menunjukkan aktivitas enzim endoglukanase sebesar 0,35 U/mL dan glukosidase 
sebesar 0,21 U/mL, sedangkan bakteri B. Subtilis menunjukkan aktivitas enzim 
endoglukanase sebesar 3,78 U/mL dan beta glukosidase sebesar 8,15 U/mL  
(Singh, dkk., 2019: 11). 
 Isolasi bakteri bertujuan memperoleh satu jenis isolat bakteri yang murni. 
Isolasi bakteri diperoleh dari sumber yang mengandung nutrien bagi mikroorganisme. 
Menurut Barbosa, dkk., (2020: 13), bakteri selulolitik diisolasi dari usus larva 
Spehenophorus levis diperoleh 4 strain bakteri diantaranya Paenibacillus, Bacillus, 
Enterobacter dan Klebsiella. Penelitian lain juga menyatakan bahwa bakteri selulolitik 
diisolasi dari usus larva kumbang chafer atau belatung putih (Holotricia palella) dan 
diperoleh 7 strain bakteri diantaranya Clostridia, Epsilonproteobacteria, 
Betaproteobacteria, Arcobacter, Treponema, Comamonas, dan Clostridium  
(Sheng, dkk., 2016: 10). 
Mikroba selulolitik bisa diisolasi dari batang kayu. Menurut Setiawati, dkk., 
(2019: 6), mikroba selulolitik yang diisolasi dari sarang rayap didapatkan dekomposer 
konsorsium mikroba selulolitik diantaranya isolat bakteri dan jamur selulolitik. 




selulosa kompos dari limbah pertanian khususnya limbah ampas tebu dalam waktu 
satu bulan, sedangkan pada kompos limbah jerami padi dan tandan kosong kelapa 
sawit (TKKS) dalam masa inkubasi satu bulan memperlihatkan kecenderungan 
penurunan selulosa. 
Secara umum organ tubuh mikroorganisme khususnya usus banyak 
menyimpan mikroba. Mikroba membantu dalam proses biokimia yang terjadi dalam 
tubuh mikroorganisme. Menurut Bhuyan, dkk., (2018: 19), bakteri selulolitik diisolasi 
dari larva ulat muga (Antheraea assamensis helfeI) diperoleh strain bakteri genus 
Bacillus. Bakteri selulolitik dari larva kumbang sagu diperoleh isolat bakteri R8W yang 
memiliki karakterisitik seperti genus Bacillus (Wahyuningsih, 2020: 34). Penelitian 
lain juga menyatakan bahwa bakteri selulolitik dapat diisolasi dari usus larva kumbang 
Coleoptera (Hatefi, dkk., 2017: 163). Menurut Dantur, dkk., (2015: 6), bakteri 
selulolitik dapat diisolasi dari usus Diatraea saccharalis dan diperoleh 3 isolat yang 
menunjukkan aktivitas selulase tertinggi diantaranya isolat K. variicola, K. pneumonia 
dan Bacillus pumilus. 
Mikroba saling berinteraksi secara simbiotik dalam mendegradasi  
senyawa-senyawa kompleks dan menemukan senyawa bioaktif dalam proses 
bioteknologi. Keragaman dan struktur mikroba dalam usus serangga dipengaruhi oleh 
nutrien dan faktor lingkungan fisiologis. Antheraea assamensis adalah polifag yang 
produksi enzimnya dipengaruhi oleh nutrisi dan kualitas daun yang dikomsumsi oleh 
serangga (Bhuyan, dkk., 2018: 3).  
Bakteri selulolitik dimanfatkan dalam bidang produksi energi terbarukan 
seperti pembuatan bioetanol ataupun biofuel. Bakteri selulolitik memiliki banyak 
manfaat diantarannya digunakan sebagai pembangkit listrik. Menurut Flimban, dkk., 




dalam reaktor MFC. Penelitian lain juga menyatakan bahwa bakteri yang diisolasi dari 
serangga coleoptera dapat digunakan sebagai antibiotik (Skowronek, dkk., 2020: 9). 
Pada penelitian tersebut didapatkan 12 isolat yang menunjukkan aktivitas antibakteri. 
Isolat P. chlororaphis menunjukkan aktivitas antibiotik yang tertinggi. 
 
G. Spektrofotometer UV-Vis 
Spektrofotometer UV-Vis merupakan alat yang berfungsi dalam pengukuran 
cahaya. Pada dasarnya prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis berdasarkan hukum 
Lambert-Beer. Hukum Lambert-Beer menyatakan konsentrasi suatu larutan akan 
berbanding lurus dengan absorbansi suatu zat dalam larutan tersebut  pada panjang 
gelombang tertentu. Spektrofotometri UV-Vis merupakan suatu metode analisis yang 
mudah dengan waktu yang cepat. Kelebihan lain dari metode tersebut adalah tidak 







Gambar 2.4 Spektrofotometer UV-Vis 
(Sumber: Azizah, 2017: 18) 
 
Spektrofotometer UV-Vis dapat digunakan dalam analisis kimia secara 
kualitatif maupun kuantitatif. Spektrofotometer UV-Vis digunakan untuk mengukur 
aktivitas enzim. Pengukuran aktivitas enzim dilakukan menggunakan metode DNS. 
Metode tersebut menggunakan reagen asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS) yang akan 
bereaksi dengan gula reduksi pada proses hidrolisis substrat. Reaksi antara reagen 
DNS dengan gula reduksi akan menyerap cahaya dari sumber radiasi pada panjang 









A. Waktu dan Tempat 
Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Januari-Maret 2021.  Penelitian ini 
dilaksanakan di Laboraratorium Biokimia, Laboratorium Analitik, Laboratorium 
Anorganik dan Laboratorium Kimia-Fiska Fakultas Sains dan Teknologi Universitas 
Islam Negeri Alauddin Makassar serta di Laboratorium Biokimia Fakultas MIPA 
Universitas Hasanuddin. 
 
B. Alat dan Bahan 
1. Alat 
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah spektrofotometer UV-Vis  
Geneys 20 (Varian, Amerika Serikat), sentrifus dingin Z 366 K (Hermele, Jerman), 
Shaker MASQ 7000 (Thermo Scientific, Amerika Serika), inkubator hareus  
(Thermo Scientific, Jerman), oven GmbH (Memmert, Jerman), autoklaf yx-280 D 
(GEA, Jerman), laminar air flow Isocide 14644-1 (Esco, Singapura), magnetic stirrer 
(Health, Amerika Serikat), sieve shaker AS 200 (Retsch, Amerika Serikat), vortex  
mixer wizard (Velp Scientifica, Italia), neraca analitik ABS (Kern, Jerman), penangas 
air SH-31 (Maspion, Indonesia), alat-alat gelas pyrex, pembakar spritus, jarum ose, rak 
tabung dan gegep. 
 
2. Bahan 
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah isolat bakteri R8W yang 
diperoleh dari larva kumbang sagu (Rhynchophorus) di Desa Tulak Tallu, Kecamatan 
Sabbang, Kabupaten Luwu Utara, Sulawesi Selatan (Wahyuningsih, 2020). Selain itu, 




(Waterone) alkohol (C2H5OH) 70%,  aluminium foil, buffer asetat pH 5, buffer fosfat 
pH 6, pH 7, dan pH 8, buffert Tris-HCl pH 9, ekstrak ragi, glukosa (C6H12O6), kalium 
nitrat (KNO3), karboksimetil selulosa (CMC) p.a, kertas pH, magnesium sulfat 
(MgSO4), monokalium fosfat (KH2PO4), natrium kalium tatrat (KNaC4H4O6.4H2O) 
p.a, nutrient agar (NA), nutrient broth (NB), natrium hidroksida (NaOH) 10%, natrium 
hipoklorit (NaOCl) 8%, natrium sulfit (Na2SO3), plastik wraping, pereaksi 
dinitrosalisilat (DNS) p.a, dan tissu. 
C. Prosedur Kerja 
1. Pembuatan Media  
a. Pembuatan Media Inokulum  
Media inokulum dibuat dengan 0,05 gram KH2PO4, 0,02 gram MgSO4, 0,7 
gram KNO3, 2,5 gram nutrien broth, 0,2 gram ekstrak ragi dan 1 gram CMC. Bahan 
media inokulum dilarutkan dengan akuades sebanyak 100 mL. Bahan media inokulum 
dipanaskan dan diaduk hingga larut. Kemudian media inokulum dimasukkan ke dalam 
Erlenmeyer. Setelah itu, mulut Erlenmeyer ditutup dengan kapas sumbat. Kemudian 
media inokulum disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121 °C dan tekanan 1 atm 
selama 15 menit. Media inokulum didinginkan pada suhu ruang (Azizah, 2017). 
b. Pembuatan Media Produksi  
Media produksi dibuat dengan 5 gram CMC, 0,1 gram MgSO4, 3,5 gram 
KNO3, 0,25 gram KH2PO4, 12,5 gram nutrien broth dan 1 gram ekstrak ragi. Bahan 
media produksi dilarutkan dengan akuades sebanyak 500 mL. Media produksi 
dipanaskan dan diaduk hingga larut. Kemudian media produksi dimasukkan ke dalam 
Erlenmeyer. Setelah itu, mulut Erlenmeyer ditutup dengan kapas sumbat. Kemudian 
media produksi disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121 °C dan tekanan 1 atm 





2. Produksi Enzim Selulase dari Isolat Mikroba Larva Kumbang Sagu 
a. Penyiapan Inokulum  
Isolat bakteri R8W larva kumbang sagu diambil dari media agar sebanyak 5 
ose. Isolat dipindahkan ke dalam media inokulum secara aseptis. Kemudian inokulum 
dihomogenkan dengan shaker  pada suhu ruang dan kecepatan 180 rpm selama 24 jam 
(Azizah, 2017). 
b. Produksi Enzim 
Media inokulum dimasukkan ke dalam media produksi sebanyak 75 mL. 
Campuran inokulum dengan media produksi dihomogenkan dengan shaker pada suhu 
ruang dan kecepatan 180 rpm selama 48 jam. Campuran tersebut disentrifugasi dengan 
kecepatan 4500 rpm dan suhu 4 °C selama 10 menit pada sentrifus dingin. Setelah itu, 
campuran tersebut dipisahkan menjadi supernatan (ekstrak kasar enzim) dan endapan 
(residu). Supernatan diambil sebagai ekstrak kasar enzim selulase. Ekstrak kasar enzim 
selulase disimpan dalam lemari (Azizah, 2017). 
3. Persiapan Reagen dan Larutan Standar Glukosa 
a. Pembuatan Pereaksi DNS 
Sebanyak 1 gram DNS dilarutkan ke dalam 20 mL larutan NaOH p.a dan 50 
mL water one. Kemudian bahan pereaksi DNS ditambahkan 1 gram K-Na tartrat dan 
1 gram Na2SO3. Bahan pereaksi DNS dihomogenkan. Selanjutnya bahan pereaksi 
DNS ditambahkan water one hingga volume akhir 100 mL. Kemudian pereaksi DNS 
dimasukkan kedalam botol dan disimpan di dalam lemari pendingin  (Azizah, 2017). 
b. Pembuatan Larutan Buffer Asetat pH 5 
Buffer asetat dibuat dengan campuran larutan A (CH3COOH) dan Larutan B 




waterone sebanyak 100 mL. sebanyak 12 mL asam asetat (CH3COOH) dicampurkan 
dengan waterone sebanyak 100 mL. selanjutnya 30 mL larutan A dicampurkan dengan 
larutan B sebanyak 80 mL. Kemudian dihomogenkan (Pertiwi, 2017). 
c. Pembuatan Larutan Buffer Fosfat pH 6, 7, dan 8 
Buffer fosfat dibuat dengan campuran larutan A (Na2HPO4) dan Larutan B 
(NaH2PO4). Sebanyak 1,7799 gram natrium hidrogen fosfat (Na2HPO4) dicampurkan 
dengan waterone sebanyak 200 mL. Sebanyak 1,5601 gram natrium dihidrogen fosfat 
(NaH2PO4) dicampurkan dengan waterone sebanyak 200 mL. Larutan buffer pH 6 
dibuat dengan campuran 12,3 mL larutan A dan larutan B sebanyak 87,7 mL. Larutan 
buffer pH 7 dibuat dengan campuran 61,1 mL larutan A dan larutan B sebanyak 38,9 
mL. Larutan buffer pH 8 dibuat dengan campuran 94,7 mL larutan A dan larutan B 
sebanyak 5,3 mL Kemudian dihomogenkan (Pertiwi, 2017). 
d. Pembuatan Larutan Buffer Tris-Hcl pH 9 
Larutan buffer Tris-HCl dibuat dengan campuran larutan A (2,103 gram Tris 
dalam 100 mL waterone) dan larutan B (10 mL HCl dalam 100 mL waterone). 
Selanjutnya dipipet 25 mL larutan A kedalam labu ukur 100 mL. Kemudian 
ditambahkan larutan B sebanyak 5,3 mL dan dihimpitkan sampai volume akhir 100 
mL (Putri, 2016). 
e. Pembuatan Standar Glukosa 
Larutan standar glukosa dibuat dengan larutan induk glukosa 1 mg/mL. 
Larutan induk glukosa dibuat dengan 0,025 gram glukosa. Glukosa dilarutkan dengan 
akuades sampai volume 25 mL. Larutan induk diencerkan hingga diperoleh 
konsentrasi (0,2 mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,8 mg/mL; dan 1 mg/mL) dalam 5 
mL. Larutan standar (0,2 mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,8 mg/mL; dan 1 mg/mL) 




standar ditambahkan 3 mL reagen DNS dan dihomogenkan dengan vortex selama 20 
detik. Selanjutnya campuran dipanaskan selama 10 menit dan didinginkan selama 10 
menit. Larutan standar dan blanko diukur serapannya pada spektrofotometer UV-Vis 
dengan panjang gelombang (λ) 540 nm (Azizah, 2017) 
4. Karakterisasi Ektrak Kasar Enzim Selulase 
a. Penentuan Suhu Optimum  
CMC 1% dan larutan buffer fosfat pH 7 dimasukkan ke dalam 5 buah tabung 
reaksi sebanyak 2 mL. Campuran ditambahkan ekstrak kasar enzim selulase sebanyak 
2 mL. Kemudian campuran diinkubasi pada suhu berbeda (30 ℃, 40 ℃, 50 ℃, 60 ℃ 
dan 70 ℃) selama 15 menit. Selanjutnya campuran ditambahkan 2 mL pereaksi DNS 
dan dihomogenkan dengan vortex pada kecepatan 1200 rpm selama 20 detik. 
Campuran tersebut dipanaskan didalam air mendidih selama 10 menit. Selanjutnnya 
campuran didinginkan didalam air es selama 10 menit. Kemudian campuran diukur 
serapannya pada spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang (λ) 540 nm 
(Putri, 2016). 
b. Penentuan pH Optimum 
Larutan CMC 1% dimasukkan ke dalam 5 tabung reaksi sebanyak 2 mL. 
Larutan CMC 1% ditambahkan buffer (buffer asetat pH 5, buffer fosfat pH 6, 7 dan 8 
serta buffer Tris-HCl pH 9) pada masing-masing tabung sebanyak 2 mL. Selanjutnya 
campuran ditambahkan ekstrak kasar enzim selulase pada masing-masing tabung 
sebanyak 2 mL. Campuran diinkubasi pada suhu 37 ℃ selama 15 menit. Selanjutnya 
campuran ditambahkan 2 mL pereaksi DNS dan dihomogenkan dengan vortex pada 
kecepatan 1200 rpm selama 20 detik. Campuran tersebut dipanaskan didalam air 




10 menit. Kemudian campuran diukur serapannya pada spektrofotometer UV-Vis 
dengan panjang gelombang (λ) 540 nm (Putri, 2016). 
 
c. Penentuan Konsentrasi Substrat Optimum 
Ekstrak kasar enzim sebanyak 2 mL direaksikan dengan 2 mL substrat CMC 
dengan variasi konsentrasi 0,5%, 1%, 1,5%, 2% dan 2,5%. Campuran tersebut 
ditambahkan buffer fosfat pH 7 sebanyak 2 mL. Kemudian campuran diinkubasi 
selama selama 15 menit. Selanjutnya campuran ditambahkan 2 mL pereaksi DNS dan 
dihomogenkan dengan vortex pada kecepatan 1200 rpm selama 20 detik. Campuran 
tersebut dipanaskan didalam air mendidih selama 10 menit. Selanjutnnya campuran 
didinginkan didalam air es selama 10 menit. Kemudian campuran diukur serapannya 
pada spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang (λ) 540 nm (Putri, 2016). 
 
5. Penentuan Aktivitas Enzim Selulase dalam Substrat Alami 
a. Isolasi Selulosa pada Sekam Padi 
Sekam padi dikeringkan di bawah sinar matahari. Kemudian sekam padi 
dihaluskan menggunakan blender dan diayak. Serbuk sekam padi didelignifikasi 
menggunakan NaOH 10% selama 90 menit pada suhu 55°C. Hasil delignifikasi 
disaring dan residunya direndam dengan NaOCl 8% selama 1 jam menggunakan 
magnetic stirrer. Endapan dicuci dengan akuades sampai pH netral (uji dengan kertas 
lakmus). Kemudian endapan dikeringkan didalam oven pada suhu 50 ℃ selama 7 jam 
(Pramana, dkk., 2016). 
b. Aktivitas Enzim Selulase menggunakan Substrat Alami 
Bubuk selulosa sekam padi dengan konsentrasi substrat optimum ditambahkan 
2 mL buffer pH optimum dan 2 mL ekstrak kasar enzim dalam gelas kimia 100 mL. 
Campuran diinkubasi selama 15 menit pada suhu optimum (Baharuddin, 2016). 




campuran ditambahkan reagen DNS sebanyak 3 mL dan dihomogenkan dengan vortex 
pada kecepatan 1200 rpm selama 20 detik. Campuran tersebut dipanaskan didalam air 
mendidih selama 10 menit. Selanjutnnya campuran didinginkan didalam air es selama 
10 menit. Kemudian campuran diukur serapannya pada spektrofotometer UV-Vis 
dengan panjang gelombang (λ) 540 nm (Azizah, 2017). Aktivitas selulase dalam 
proses hidrolisis didasarkan pada jumlah gula pereduksi. Satu unit aktivitas enzim 
didefinisikan sebagai banyaknya enzim yang menghasilkan 1 µmol glukosa per menit 
(U/mL) yang dinyatakan dalam persamaan: 
 
Aktivitas Enzim  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
Fp
Venzim
  x  
Vsubstrat
t
 x 1000 𝜇mol/mmol 
Keterangan: 
[glukosa]  = Kadar glukosa 
Fp   = Faktor pengenceran 
Venzim  = Volume enzim 
Vsubstrat  = Volume substrat 













HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
 
A. Hasil Penelitian 
Ekstrak kasar enzim selulase yang diperoleh dari isolat bakteri R8W 
dikarakterisasi menggunakan substrat CMC 1%, suhu 37 °C dan pH 7. Keadaan 
optimum yang telah didapat digunakan dalam penentuan aktivitas enzim selulase 
dalam menghidrolisis selulosa sekam padi.  
1. Suhu Optimum Enzim Selulase Isolat Bakteri R8W dari Larva Kumbang 
Sagu 
Hasil pengujian suhu optimum enzim selulase dari isolat bakteri larva kumbang 
sagu didapatkan pada suhu 50 °C menggunakan kondisi pH 7 dan konsentrasi substrat 
CMC 1%. Hasil selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 4.1 
 








(U/mL) ± SE 
30 0,296 0,133 
0,050 ± 0,004 
40 0,322 0,143 
0,053 ± 0,002 
50 0,432 0,189 
0,070 ± 0,002 
60 0,422 0,185 
0,068 ± 0,003 
70 0,357 0,155 






2. pH Optimum Enzim Selulase Isolat Bakteri R8W dari Larva Kumbang 
Sagu 
pH optimum enzim selulase dari isolat bakteri larva kumbang sagu adalah  
pH 8 menggunakan kondisi suhu 37 °C dan konsentrasi substrat CMC 1%. Hasil 
selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 4.2 
 






(U/mL) ± SE 
5 
0,144 0,071 
0,026 ± 0,001 
6 0,275 0,115 
0,042 ± 0,005 
7 0,285 0,128 
0,047 ± 0,001 
8 0,426 0,186 
0,069 ± 0,005 
9 0,384 0,169 
0,063 ± 0,007 
 
3. Konsentrasi Substrat Optimum Enzim Selulase Isolat Bakteri R8W dari 
Larva Kumbang Sagu 
Konsentrasi substrat optimum enzim selulase dari isolat bakteri larva kumbang 
sagu adalah 2% menggunakan kondisi suhu 37 °C dan pH 7. Hasil selengkapnya dapat 
















(U/mL) ± SE 
0,5 
0,193 0,091 
0,034 ± 0,001 
1 0,226 0,104 
0,039 ± 0,001 
1,5 0,286 0,129 
0,048 ± 0,002 
2 0,387 0,170 
0,063 ± 0,004 
2,5 0,361 0,160 
0,059 ± 0,006 
 
4. Aktivitas Enzim Selulase pada Subtrat Selulosa Sekam Padi 
Selulosa yang digunakan berasal dari limbah sekam padi hasil delignifikasi. 
Aktivitas enzim selulase dalam menghidrolisis selulosa dari sekam padi pada suhu  
50 °C, pH 8, dan konsentrasi substrt 2% adalah  0,103 U/mL. 
 
B. Pembahasan 
1. Produksi Enzim Selulase 
Produksi enzim terdapat pada fase akhir logaritmik sampai fasae awal 
stasioner. Produksi enzim akan terus berlangsung sampai nutrisi pada media habis. 
Bakteri memproduksi enzim dengan mensintesis CMC pada media produksi. CMC 
pada media produksi berfungsi sebagai induser. CMC tersebut menginduksi 
pembentukan enzim (Putri, 2016: 48). CMC juga berfungsi sebagai sumber karbon 
untuk menghasilkan glukosa. Peningkatan sumber karbon akan berpengaruh pada 




Saropah (2012: 43) menyatakan bahwa kelebihan sumber karbon dalam media 
produksi akan mengurangi jumlah oksigen sehingga menurunkan produksi enzim. 
Selain karbon dari CMC, terdapat unsur lain yang dibutuhkan oleh mikroba, seperti 
ion kalium yang berasal dari dikalium hidrofosfat (K2HPO4), kalium dari kalium nitrit 
(KNO3), ion magnesium dari magnesium sulfat (MgSO4), dan nitrogen dari yeast 
extract. 
Enzim selulase merupakan enzim ekstrakseluler yang dapat dipisahkan dari 
dinding sel bakteri dengan cara sentrifugasi (Putri, 2016: 48). Metode sentrifugasi 
termasuk metode pemisahan berdasarkan berat molekul. Ekstrak kasar enzim pada 
metode sentrifugasi akan terpisah dari dinding sel. Pemisahan terbagi menjadi dua 
yaitu supernatan yang memiliki berat molekul rendah dan pelet merupakan sel bakteri 
dengan berat molekul lebih berat sehingga akan mengendap pada saat proses 
sentrifugasi. Proses sentrifugasi dilakukan pada suhu 4 °C dengan kecepatan 4500 rpm 
selama 10 menit. Suhu dingin pada proses sentrifugasi bertujuan agar protein dalam 
enzim tidak mengalami denaturasi akibat suhu tinggi (Nababan, dkk., 2019: 196). 
 
2. Pengukuran Aktivitas Enzim Selulase dengan Metode DNS 
Ekstrak kasar enzim selulase diukur aktivitasnnya dengan metode DNS. 
Metode DNS memiliki keunggulan dari segi pembuatan pereaksi yang mudah dan 
metode ini memiliki ketelitian yang tinggi dalam pengukuran sampel dalam jumlah 
banyak (Khaerah, 2016: 56). Pengukuran aktivitas enzim dengan metode tersebut 
didasari oleh jumlah gula pereduksi hasil hidrolisis selulase. Glukosa yang dihasilkan 
dari proses hidrolisis memiliki gugus aldehida yang dapat dioksidasi oleh asam  
3,5 dinitrosalisilat menjadi gugus karboksil. Reaksi antara glukosa dengan pereaksi 
DNS merupakan reaksi redoks. DNS bertindak sebagai senyawa oksidator yang akan 




bersamaan dengan proses oksidasi gugus aldehida dalam suasana basa pada suhu  
90-100 °C (Pertiwi P, 2017: 25).  
Suasana basa ditimbulkan dari komponen pendukung dalam pereaksi DNS, 
yaitu NaOH. Selain NaOH, komponen pendukung lainnya, seperti KNa-tartrat yang 
berfungsi menjaga kompleks warna dari DNS agar tetap stabil. Na2SO3 berfungsi 
menghilangkan pengaruh dari oksigen terlarut terhadap glukosa yang dihasilkan 
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Gambar 4.1 Reaksi asam dinitrosalisilat (DNS) dengan glukosa 
Reaksi antara DNS dengan glukosa akan berlangsung terus menurus selama dalam 
larutan yang dianalis masih terdapat gula pereduksi. Gula pereduksi dalam larutan 
ditandai dengan terjadinya perubahan warna. Warna kuning yang dihasilkan dari 
pereaksi DNS berubah menjadi warna coklat kemerahan. Warna coklat kemerahan 
yang semakin pekat menandakan semakin banyak gula pereduksi yang dihasilkan. 
Warna tersebut berasal dari senyawa 3-amino-5-dinitrosalisilat yang merupakan 
senyawa aromatis. Senyawa tersebut mampu menangkap gelombang elektromagnetik 
pada panjang gelombang 540 nm (Azizah, 2017: 33). 
Kadar gula reduksi yang dihasilkan ditentukan dengan kurva standar glukosa. 




0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL, dan 1 mg/mL didapatkan persamaan liniear  
y = 2,4369x - 0,0294 dengan nilai koefisien determinasi (R²) = 0,9983. Nilai R² 
merupakan pengaruh dari faktor pengganggu. Hasil yang didapatkan menggambarkan 
bahwa penggunaan metode DNS dalam penentuan gula reduksi pada larutan standar 
menghasilkan kurva kalibrasi yang cukup linear. Persamaan ini digunakan dalam 
pengukuran kadar glukosa dalam sampel (Pratiwi, dkk., 2018: 137). 
 
3. Karakterisasi Enzim Selulase pada Isolat R8W 
3.1 Aktivitas Enzim Selulase pada Variasi Suhu 
Aktivitas enzim selulase optimal pada kondisi optimum. Kondisi optimum 
enzim dalam membentuk kompleks enzim dengan substrat dipengaruhi oleh suhu. 
Suhu berpengaruh terhadap laju katalis dalam suatu reaksi enzimatik. Pada saat 
mencapai suhu optimum, kecepatan reaksi meningkat akibat peningkatan energi 
kinetik. Peningkatan energi kinetik akan memperbesar peluang terbentuknya 
kompleks enzim substrat (C. Putri & Wardani, 2018: 103).  
Perubahan suhu dapat meningkatkan aktivitas enzim dan dapat menurunkan 
aktivitas enzim ketika melampaui batas suhu optimum. Penurunan aktivitas enzim 
akibat suhu di atas suhu optimum mampu merusak struktur protein dalam enzim 
(Asrianti, 2017: 34). Suhu optimum isolat bakteri R8W dapat dilihat pada Gambar 4.2. 
Berdasarkan hasil pengukuran didapatkan aktivitas enzim selulase isolat bakteri R8W 
optimum pada suhu 50 °C. Enzim yang dihasilkan suatu mikroba bekerja optimum 
pada suhu tertentu. Enzim selulase umumnya memiliki aktivitas optimal pada rentang 
suhu 20-50 °C. Enzim yang bekerja pada kondisi suhu tersebut merupakan enzim 
golongan mesozim. Kusumaningrum, dkk., (2019: 248) menyatakan bahwa enzim 




termostabil. Berdasarkan hal tersebut enzim selulase isolat bakteri R8W termasuk 











Gambar 4.2 Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
Aktivitas enzim selulase optimum pada suhu 50 °C dengan aktivitas enzim 
sebesar 0,070 U/mL. Berdasarkan kurva di atas, aktivitas enzim meningkat seiring 
peningkatan suhu. Suhu dibawah kondisi optimum memiliki aktivitas selulase yang 
rendah yaitu pada suhu 30 °C dengan aktivitas selulase sebesar 0,050 U/mL. Hal ini 
sesuai dengan yang telah dilaporkan Putri (2016: 53) pada suhu rendah frekuensi 
tumbukan antara molekul enzim dengan susbtrat menjadi berkurang sehingga substrat 
yang dihidrolisis sedikit.  
Suhu di atas kondisi optimum juga menurunkan aktivitas selulase. Suhu yang 
terlalu tinggi menyebabkan pemutusan ikatan pada struktur sekunder dan tersier 
enzim. Ikatan pada struktur enzim yang terputus akan menyebabkan enzim kehilangan 
bentuk aslinya. Suhu yang tinggi akan memutus ikatan hidrogen pada konformasi 



































denaturasi (Putri, 2016: 53). Protein enzim yang mengalami denaturasi menjadikan 
enzim bersifat inaktif atau akan menurunkan aktivitas enzim. Penelitian ini sebanding 
dengan penelitian C. Putri & Wardani, (2018: 102), enzim selulase dari Bacillus sp. 
pada isolat TO4 dan TO5 optimal pada suhu 50 °C dengan aktivitas enzim selulase 
sebesar 0,597 U/mL dan 0,557 U/mL.  
Penelitian lain juga menyatakan bahwa suhu optimum enzim selulase optimal 
pada suhu 50 °C adalah enzim selulase dari Bacillus sp. (Sriariyanun, dkk., 2015: 26), 
enzim selulase dari Bacillus pumilus (Bhuyan, dkk., 2018: 18), enzim selulase dari 
Bacillus licheniformis B7 (Nallusamy, dkk., 2016: 2444). Hasil dari penelitian ini 
berbeda dengan penelitian Putri (2016: 52), enzim selulase yang dihasilkan oleh  
L. plantarum memiliki suhu optimum sebesar 65 °C dengan aktivitas enzim sebesar 
0,052 U/mL. Enzim selulase pada penelitian tersebut tergolong kedalam enzim 
termozim. Selain faktor suhu, aktivitas enzim selulase dalam pembentukan kompleks 
enzim substrat juga dipengaruhi oleh faktor lain yaitu pH. 
3.2 Aktivitas Enzim Selulase pada Variasi pH 
Enzim merupakan salah satu protein yang memiliki aktivitas biokimia. Enzim 
juga berperan sebagai katalis dalam suatu reaksi. Enzim selulase membutuhkan 
kondisi pH tertentu dalam reaksi enzimatik. Perubahan kondisi pH akan berpengaruh 
terhadap efektifitas sisi aktif enzim. Sisi aktif enzim memegang peran penting dalam 
pembentukan kompeks enzim-substrat (Irawati, 2016: 44). Perubahan pH juga 
berpengaruh terhadap tinggi rendahnya aktivitas enzim. Aktivitas enzim yang tinggi 
ditentukan berdasarkan gugus aktif rantai samping enzim. Gugus aktif ini berfungsi 
sebagai sisi katalitik dalam mengikat substrat. Perubahan pH memengaruhi proses 
ionisasi dari gugus samping asam amino pada enzim. Enzim bekerja optimal pada 




Pada penelitian ini pengaruh pH terhadap aktivitas enzim selulase isolat bakteri R8W 












Gambar 4.3 Pengaruh pH terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
berdasarkan kurva diatas aktivitas enzim meningkat seiring tingginya nilai pH. 
Aktivitas enzim selulase optimal pada pH 8 dengan nilai aktivitas enzim sebesar  
0,069 U/mL dan aktivitas enzim menurun pada pH 9. 
Nilai pH di atas pH optimum akan menurunkan aktivitas enzim. Hal ini 
dikarenakan perubahan pH yang tidak sesuai akan menyebabkan terjadinya proses 
denaturasi enzim (Silvera, dkk., 2015: 203). Nilai pH di atas pH optimum juga 
mengakibatkan konformasi enzim berubah. Perubahan ini terjadi karena terputusnya 
ikatan pada protein enzim yang menjaga struktur tersier (Hamzah, 2018: 20). 
Denaturasi enzim akan memengaruhi tinggi atau rendahnya daya katalis enzim. Enzim 
memiliki gugus aktif yang bermuatan negatif dan positif. Pada saat mencapai pH 
optimum aktivitas akan meningkat karena keseimbangan antara kedua muatan gugus 




































cenderung positif dan pada lingkungan basa cenderung negatif sehingga menurunkan 
nilai aktivitas enzim menurun (Dini dan Munifah, 2014: 73).  
Setiap enzim memiliki pH optimum untuk mencapai aktivitas maksimumnya. 
Sisi aktif enzim hanya aktif pada kisaran daerah pH optimum. Pada kurva di atas 
daerah pH optimum enzim selulase dari isolat bakteri R8W berada pada pH 7 sampai 
pH 9 dan optimum pada pH 8. Hal ini sejalan dengan penelitian Alam, dkk., (2013: 
52), aktivitas enzim selulase dari bakteri termofilik yang diisolasi dari kompos 
pertanian optimal pada pH 8 dengan aktivitas enzim sebesar 1,623 U/mL. Penelitian 
lain yang mendapatkan pH 8 sebagai pH optimal adalah enzim selulase dari Bacillus 
Circulans dengan nilai aktivitas enzim sebesar 0,021 U/mL Irawati (2016: 45), enzim 
selulase isolat OS-16 dari padang pasir (Sonia dan Kusnadi, 2015: 16). Hasil penelitian 
ini berbeda dengan penelitian Purkan, dkk., (2015: 100), aktivitas enzim selulase yang 
berasal dari Aspergillus niger adalah pH 4, enzim selulase yang berasal dari limbah 
rumput laut adalah pH 5 (Dini dan Munifah, 2014: 73).  
Penambahan asam atau basa akan mengakibatkan perubahan asam amino. 
Perubahan asam amino membuat aktivitas enzim menurun. Putri (2016: 59) 
menyatakan bahwa larutan enzim pada kondisi lingkungan yang asam dan lingkungan 
basa yang tinggi membentuk ion zwitter. Kondisi ini ditandai dengan penurunan 
aktivitas enzim akibat sisi aktif enzim yang akan berikatan dengan substrat tidak 
terbentuk.  
3.3 Aktivitas Enzim Selulase pada Variasi Konsentrasi Substrat 
Substrat merupakan faktor penting dalam mekanisme kerja enzim. Aktivitas 
enzim ditentukan dari banyaknya substrat yang mampu dihidrolisis. Konsentrasi 
substrat yang tinggi akan meningkatkan laju katalis enzim sampai pada kecepatan 




tidak meningkatkan kecepatan reaksi. Konsentrasi substrat yang berlebih 
mengakibatkan sisi katalitik enzim menjadi jenuh. Hal ini disebakan oleh tidak adanya 
sisi aktif enzim yang berikatan dengan substrat membentuk kompleks enzim substrat 
(Oktavia, dkk., 2014: 215). Aktivitas enzim sangat dipengaruhi oleh jumlah substrat 
yang seimbang. Pada penelitian ini aktivitas enzim selulase yang dipengaruhi oleh 










 Gambar 4.4 Pengaruh Konsentrasi Substrat terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
 Kompleks enzim substrat terbentuk melalui kontak enzim dengan substrat pada 
sisi aktif enzim. Konsentrasi substrat yang tinggi akan meningkatkan aktivitas enzim 
dan akan menurun pada konsentrasi tertentu (Prastika, 2018: 51). Penurunan aktivitas 
enzim pada konsentrasi tertentu disebabkan oleh sisi aktif enzim telah berikatan 
dengan substrat. Menurut penelitian Hardi, dkk., (2017: 176), konsentrasi substrat 
rendah hanya membentuk komplek enzim yang sedikit, sedangkan konsentrasi substrat 
yang tinggi mengakibatkan sisi aktif enzim akan berikatan lebih banyak membentuk 


































Berdasarkan kurva di atas, aktivitas enzim meningkat seiring dengan 
peningkatan konsentrasi substrat. Pada konsentrasi 0,5-2% mengalami peningkatan 
aktivitas enzim. Hal ini seperti yang telah dilaporkan Irawati (2016: 54), konsentrasi 
substrat sebanding dengan aktivitas enzim, pada konsentrasi rendah kompleks enzim 
substrat menghasilkan gula pereduksi yang sedikit sehingga aktivitas enzim rendah. 
Penambahan substrat di atas 2% menurunkan aktivitas enzim akibat tingginya jumlah 
glukosa yang dihasilkan. Putri (2016: 62) menyatakan bahwa tingginya jumlah produk 
glukosa hasil hidrolisis selulosa akan menempel pada sisi alosterik enzim dan menjadi 
inhibisi produk glukosa sehingga penurunan aktivitas enzim terjadi. 
Aktivitas enzim selulase dari isolat  R8W optimal pada konsentrasi substrat 2% 
dengan nilai aktivitas enzim selulase sebesar 0,063 U/mL. Hasil ini sejalan dengan 
hasil penelitian Pertiwi (2017: 30) yang menyatakan bahwa aktivitas enzim selulase 
dari khamir Candida utilis optimal pada konsentrasi substrat 2% dengan nilai aktivitas 
enzim sebesar 0,033 U/mL. Kondisi ini berbeda dengan hasil penelitian oleh Putri 
(2016: 60), pengukuran aktivitas enzim selulase dari Lactobacillus plantarum pada 
variasi konsentrasi substrat menghasilkan aktivitas enzim yang optimal pada 
konsentrasi substrat 1,5% dengan aktivitas enzim selulase sebesar 0,060 U/mL. 
Penelitian lain juga mengukur pengaruh konsentrasi substrat optimum terhadap 
aktivitas enzim selulase dari Bacillus Circulans. Konsentrasi optimal diperoleh pada 
konsentrasi 2,5% dengan aktivitas selulasenya sebesar 0,022 U/mL. Perbedaan 
aktivitas enzim dari pengaruh konsentrasi substrat optimumnya disebabkan oleh 
perbedaan karakteristik dari enzim selulase yang dihasilkan suatu mikroorganisme 
(Irawati, 2016: 55). 
Mikroorganisme penghasil enzim selulase adalah bakteri maupun khamir. 




disebabkan oleh perbedaan asam amino penyusun enzim. seperti yang telah dilaporkan  
Sukharnikov, dkk., (2012: 41073), asam amino penyusun enzim selulase dari bakteri 
Hahella chejuensis adalah triptofan, glutamin, asam aspartat, serin, treonin, 
fenilalanin, lisin, tirosin, aspargarin, histidin, arginin, asam glutamat sedangkan 
komponen penyusun asam amino selulase dari khamir Aspergillus terreus adalah 
metionin, asam glutamat, treonin, serin, glisin, fenilalanin, leusin, valin, alanin, 
arginin, prolin, sistein, asam aspartat, prolin, sistein, histidin, lisin, tirosin, dan 
triptofan (Mirzaakhmedov, dkk., 2011: 1009). 
Aktivitas enzim selulase merupakan banyaknya substrat yang mampu 
dihidrolisis. Substrat akan berikatan pada sisi aktif enzim. Enzim menyediakan sisi 
yang mampu mengikat proton pada gugus amino, karboksi dan gugus fungsional 
lainnya (Irawati, 2016: 48). Substrat terikat pada sisi aktif enzim melalui ikatan 
hidrogen, interaksi hidrofob, dan interaksi kovalen. Residu pada sisi aktif enzim 
bertindak sebagai donor atau aseptor proton (Nauli, 2014: 95). 
 
4. Aktivitas Enzim Selulase pada Substrat Selulosa Sekam Padi 
Produksi enzim selulase membutuhkan senyawa induser berupa substrat bagi 
mikroorganisme. Sekam padi mengandung tiga komponen utama yaitu selulosa 
sebesar 32,67%, hemiselulosa sebesar 31,68% dan lignin sebesar 18,81%  
(Maruf dan Damajanti, 2020: 32). Kandungan lignin yang tinggi pada sekam padi 
menghambat proses hidrolisis substrat oleh enzim sehingga delignifikasi perlu 
dilakukan. Deligninifikasi merupakan proses pemutusan ikatan lignin yang mengikat 
selulosa dan hemiselulosa.  
Delignifikasi bertujuan memecah struktur lignoselulosa sehingga selulosa 
mudah dihidrolisis oleh enzim. Delignifikasi dapat dilakukan secara kimia 




didelignifikasi menggunakan natrium hidroksida (NaOH) 10% dan natrium hipoklorit 
(NaOCl) 8%, natrium hidroksida (NaOH) 10% berfungsi merusak struktur lignin 
dalam sekam padi.  
Sekam padi yang ditambahkan NaOH pada proses pemanasan akan 
menghasilkan endapan yang berwarna hitam yang mengindikasi adanya lignin pada 
sekam padi (Umaningrum, dkk., 2018: 30). Sisa-sisa kadar lignin pada sekam padi 
didelignifikasi kembali dengan menggunakan NaOCl 8%. Seperti yang telah 
dilaporkan Setyaningsih, dkk., (2020: 63) penggunaan NaOCl 8% pada proses 
bleaching diperoleh selulosa sekam padi berwarna putih sempurna yang menandakan 
tidak adanya lignin yang tertinggal pada proses delignifikasi. Rusaknya struktur lignin 
akan mempermudah mikroorganisme menghidrolisis substrat untuk pertumbuhan 
maupun produksi enzim. 
Pengukuran aktivitas enzim selulase dengan menggunakan selulosa sekam padi 
pada pH dan suhu optimum menghasilkan aktivitas enzim sebesar 0,103 U/mL. 
Besarnya aktivitas enzim disebabkan oleh struktur lignin dari sekam padi telah 
terdelignifikasi sehingga proses hidrolisis selulosa meningkat dan kondisi yang 
digunakan adalah kondisi optimal hasil pengukuran dengan substrat CMC.  
Baharudin, (2014: 131) menyatakan bahwa semakin rendah kadar selulosa pada 
substrat semakin kecil kompleks enzim substrat yang terbentuk. Penggunaan selulosa 
sebagai substrat alami mampu meningkatkan aktivitas enzim selulase dari isolat R8W.  
Penelitian ini sejalan dengan penelitian Purkan (2015: 100), aktivitas enzim 
selulase dengan penambahan substrat sekam padi didapatkan aktivitas enzim sebesar 
0,251 U/mL. Baharuddin (2014: 132) menyatakan bahwa aktivitas enzim selulase 
optimal pada penggunaan substrat dari selulosa jerami padi. Aktivitas enzimnya 









Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, dapat disimpulkan bahwa:  
1. Aktivitas enzim selulase isolat bakteri R8W dari larva kumbang sagu optimal 
pada suhu 50 °C dengan aktivitas enzim sebesar 0,070 U/mL, pH 8 dengan 
aktivitas enzim sebesar 0,069 U/mL, dan konsentrasi substrat 2% dengan 
aktivitas enzim sebesar 0,063 U/mL. 
2. Aktivitas enzim selulase isolat bakteri R8W dari larva kumbang sagu pada 
substrat selulosa sekam padi sebesar 0,103 U/mL. 
 
B. Saran  
Penelitian selanjutnya, sebaiknya dilakukan variasi waktu inkubasi. Waktu 
inkubasi dilakukan untuk mencari waktu inkubasi optimum sehingga aktivitas enzim 
selulase meningkat. Selain itu, pengaplikasian enzim selulase isolat bakteri R8W dari 
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Karakterisasi Enzim Selulase 
Penentuan Suhu Optimum 
Penentuan pH Optimum 
Aktivitas Enzim Selulase dalam Substrat dengan 
Metode DNS 
CMC Selulosa Sekam Padi 
Penentuan Konsentrasi 
Substrat Optimum 
Kulturisasi Isolat Bakteri R8W  








PROSEDUR KERJA PENELITIAN 
 
1. Pembuatan Media 




Dilarutkan dengan akuades 100 mL. 
Dipanaskan dan diaduk hingga larut. 
Ditutup dengan kapas sumbat. 
Disterilisasi pada T = 121 °C (P = 1 atm) selama 15 menit. 
Didinginkan pada suhu ruang. 
 
 




Dilarutkan dengan akuades 500 mL. 
Dipanaskan dan diaduk hingga larut. 
Ditutup dengan kapas sumbat. 
Disterilisasi pada T = 121 °C (P = 1 atm) selama 15 menit. 




0,05 gram KH2PO4, 0,02 gram MgSO4, 0,7 gram KNO3, 2,5 gram 
nutrien broth, 0,2 gram ekstrak ragi dan 1 gram CMC 
Media Inokulum 
5 gram CMC, 0,1 gram MgSO4, 3,5 gram KNO3, 0,25 gram KH2PO4, 12,5 






2. Produksi Enzim dari Isolat Bakteri R8W dari Larva Kumbang Sagu 
 
 
Diambil sebanyak 5 ose. 
Dipindahkan ke dalam media inokulum. 




Dimasukkan ke dalam media produksi. 
 
Dihomogenkan dengan shaker pada suhu ruang dan v = 180 selama 
48 jam. 




4. Persiapan Reagen dan Larutan Standar Glukosa 
a. Pembuatan Pereaksi DNS 
 
 
Dilarutkan ke dalam 20 mL larutan NaOH 2 N dan 50 mL waterone. 
Ditambahkan 18,2 gram K-Na tartrat dan 1 gram Na2SO3 
Dihomogenkan  
Ditambahkan waterone hingga volume akhir 100 mL.  
Disimpan didalam lemari pendingin 
 
 
75 mL Inokulum  
Supernatan(ekstrak kasar enzim selulase) 
Isolat Bakteri R8W  
1 g DNS 






b. Pembuatan Larutan Buffer Asetat pH 5 
 
 
   Dihimpitkan dengan waterone sampai volume akhir 100 mL 
 
 
      Dipipet 30 mL larutan A 
      Dipipet 80 mL larutan B 
      Dihomogenkan  
 
 
c. Pembuatan Larutan Buffer Fosfat  
1) Buffer Fosfat pH 6 
 
 
   Dihimpitkan dengan waterone sampai volume akhir 100 mL 
 
 
      Dipipet 12,3 mL larutan A 
      Dipipet 87,7 mL larutan B 







 12 mL CH3COOH (Larutan A) dan 2,7 g CH3COONa (Larutan B) 
 Larutan Buffer Asetat 
 Larutan Buffer Asetat pH 5 
 1,7799 g Na2HPO4 (Larutan A) dan 1,5601 g NaH2PO4 (Larutan B) 
 Larutan Buffer Fosfat 





2) Buffer Fosfat pH 7 
 
 
   Dihimpitkan dengan waterone sampai volume akhir 100 mL 
 
 
      Dipipet 61,1 mL larutan A 
      Dipipet 38,9 mL larutan B 
      Dihomogenkan  
 
 
3) Buffer Fosfat pH 8 
 
 
   Dihimpitkan dengan waterone sampai volume akhir 100 mL 
 
 
      Dipipet 94,7 mL larutan A 
      Dipipet 5,3 mL larutan B 








1,7799 g Na2HPO4 (Larutan A) dan 1,5601 g NaH2PO4 (Larutan B) 
 
 Larutan Buffer Fosfat 
 Larutan Buffer Fosfat pH 7 
 1,7799 g Na2HPO4 (Larutan A) dan 1,5601 g NaH2PO4 (Larutan B) 
 
 Larutan Buffer Fosfat 





d. Pembuatan Larutan Buffer Tris-HCl 
 
 
   Dihimpitkan dengan waterone sampai volume akhir 100 mL 
 
 
      Dipipet 25 mL larutan A 
      Dipipet 5,3 mL larutan B 
      Dihomogenkan  
 
 
e. Pembuatan Larutan Standar Glukosa 
 
 
Dilarutkan dengan akuades sampai volume 25 mL.  
 
 
Diencerkan larutan induk hingga diperoleh konsentrasi (0,2; 0,4; 0,4; 
0,8; 1; 1,2 mg/mL) dalam 5 mL.  
 
 
Ditambahkan 3 mL reagen DNS. 
 
Dihomogenkan dengan vortex selama 20 detik 
 
Dipanaskan setiap tabung reaksi  selama 10 menit dan didinginkan 
selama 10 menit. 
 




0,025 gram Glukosa 
Hasil 
1 mg/mL Larutan Glukosa 
3 mL LSG 
 2,103 g Tris (Larutan A) dan 10 mL HCl (Larutan B) 
 Larutan Buffer Tris-HCl 





5. Karakterisasi Enzim Selulase 
 




Dimasukkan ke dalam 5 tabung reaksi. 
Ditambahkan 2 mL larutan buffer fosfat pH 7 dan 2 mL ekstrak kasar 
enzim selulase.  
 
Dihomogenkan dengan vortex selama 20 detik 
Diinkubasi pada variasi T (30 °C, 40 °C 50 °C, 60 °C dan 70 °C) selama 
15 menit.  
 
Ditambahkan 2 mL pereaksi DNS. 
 
Dipanaskan setiap campuran pada penangas air mendidih selama 10 
menit dan didinginkan dalam air es selama 10 menit 
 




















b. Penentuan pH Optimum 
 
 
Dimasukkan ke dalam 5 tabung reaksi. 
Ditambahkan 2 mL  buffer asetat pH 5, buffer fosfat pH 6, 7, dan 8 serta 
buffer Tris-HCl pH 9. 
Ditambahkan 2 mL ekstrak kasar enzim selulase. 
Diinkubasi pada T = 37 °C selama 15 menit.  
Ditambahkan 2 mL pereaksi DNS. 
 
Dipanaskan campuran dalam tabung reaksi selama 10 menit pada 
penangas air mendidih dan didinginkan dalam air es selama 10 menit 
 




c. Penentuan Konsentrasi Substrat Optimum 
 
 
Ditambahkan 2 mL ekstrak kasar enzim dan 2 mL larutan buffer pH 7.  
Diinkubasi pada T = 37 °C selama 15 menit.  
Ditambahkan 2 mL pereaksi DNS. 
 
Dipanaskan campuran dalam tabung reaksi selama 10 menit pada 
penangas air mendidih dan didinginkan dalam air es selama 10 menit 
 





2 mL CMC dengan Variasi Konsentrasi 
0,5%, 1%, 1,5%, 2% dan 2,5% 
Hasil 







6. Aktivitas Enzim Selulase dalam Substrat Alami 
1. Isolasi Selulosa Sekam Padi 
 
 
Dikeringkan dan dihaluskan. 
Diayak.  
Didelignifikasi dengan NaOH 10% selama 90 menit pada suhu 55 °C. 
 
 
Direndam dengan NaOCl 8% selama 1 jam . 
Dicuci dengan akuades sampai pH netral.                  





















2. Aktivitas Enzim Pada Selulosa Sekam Padi 
 
 
Ditambahkan 2 mL buffer fosfat pH 8 dan 2 mL ekstrak kasar enzim ke 
dalam gelas kimia 100 mL. 
Diinkubasi selama 15 menit pada suhu 50 °C.  
Dimasukkan 3 mL campuran ke dalam tabung reaksi yang berbeda. 
Ditambahkan 3 mL reagen DNS. 
Dihomogenkan dengan vortex selama 20 detik. 
Dipanaskan setiap tabung pada penangas air mendidih selama 10 menit 
dan didinginkan di dalam air es selama 10 menit. 
Diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 










LAMPIRAN 3: PEMBUATAN KURVA STANDAR GLUKOSA 
1. Pembuatan Larutan Standar Glukosa 
Larutan induk glukosa konsentrasi 1 mg/mL dibuat dalam 25 mL dibutuhkan 
0,025 gram glukosa p.a kemudian dilarutkan dengan waterone sebanyak 25 mL. Cara 















Larutan induk glukosa konsentrasi 1 mg/mL diencerkan dengan variasi konsentrasi 
(0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1) mg/mL dalam 5 mL sesuai dengan rumus perhitungan 
pengenceran sebagai berikut dibawah ini: 
a. Konsentrasi 0,2 mg/mL 
V1M1    =  V2M2 
V1. 1 mg/mL  =  5 mL . 0,1 mg/mL 
V1   =  1 mL larutan induk glukosa + 4 mL water one 
 
b. Konsentrasi 0,4 mg/mL 
V1M1    =  V2M2 
V1. 1 mg/mL  =  5 mL . 0,4 mg/mL 
V1   =  2 mL larutan induk glukosa + 3 mL water one 
 
c. Konsentrasi 0,6 mg/mL 
V1M1    =  V2M2 
V1. 1 mg/mL  =  5 mL . 0,6 mg/mL 







d. Konsentrasi 0,8 mg/mL 
V1M1    =  V2M2 
V1. 1 mg/mL  =  5 mL . 0,8 mg/mL 
V1   =  4 mL larutan induk glukosa + 1 mL water one 
 
2. Data Absorbansi Larutan Standar Glukosa 
 
Konsentrasi Larutan Standar 
(mg/mL) 
Absorbansi λ=540 nm 
0,0 0 
0,2 0,393 






































LAMPIRAN 4: PENENTUAN KADAR GLUKOSA EKSTRAK KASAR 
ENZIM SELULASE PADA VARIASI SUHU 
 
Data Absorbansi Ekstrak Kasar Enzim Selulase pada Variasi Suhu 
Suhu (°C) Ulangan Absorbansi 
30 1 0.282 
 2 0.294 
 3 0.314 
40 1 0.318 
 2 0.333 
 3 0.315 
50 1 0.439 
 2 0.418 
 3 0.440 
60 1 0.395 
 2 0.432 
 3 0.440 
70 1 0.354 
 2 0.386 
 3 0.332 
Konsentrasi Glukosa Ekstrak Kasar Enzim Selulase  







  y = Absorbansi 







1) Konsentrasi glukosa pada suhu 30 °C 
 















= 0,1277 mg/mL 
2) Konsentrasi glukosa pada suhu 40 °C 
 















= 0,1425 mg/mL 
3) Konsentrasi glukosa pada suhu 50 °C 
 





















4) Konsentrasi glukosa pada suhu 60 °C 
 















= 0,1741 mg/mL 
5) Konsentrasi glukosa pada suhu 70 °C 
 




































LAMPIRAN 5: PENENTUAN KADAR GLUKOSA EKSTRAK KASAR 
ENZIM SELULASE PADA VARIASI pH 
 
Data Absorbansi Ekstrak Kasar Enzim Selulase pada Variasi pH 
pH Ulangan Absorbansi 
5 1 0.144 
 2 0.144 
 3 0.145 
6 1 0.226 
 2 0.234 
 3 0.367 
7 1 0.278 
 2 0.282 
 3 0.295 
8 1 0.424 
 2 0.467 
 3 0.387 
9 1 0.412 
 2 0.416 
 3 0.326 
 
1) Konsentrasi glukosa pada pH 5 
 




















2) Konsentrasi glukosa pada pH 6 
 















= 0,1048 mg/mL 
3) Konsentrasi glukosa pada suhu pH 7 
 















= 0,1261 mg/mL 
4) Konsentrasi glukosa pada suhu pH 8 
 






















5) Konsentrasi glukosa pada pH 9 
 


















































LAMPIRAN 6: PENENTUAN KADAR GLUKOSA EKSTRAK KASAR 
ENZIM SELULASE PADA VARIASI KONSENTRASI SUBSTRAT 
 





0 1 0.198 
 2 0.199 
 3 0.182 
0,5 1 0.226 
 2 0.227 
 3 0.225 
1,5 1 0.276 
 2 0.281 
 3 0.303 
2 1 0.360 
 2 0.381 
 3 0.422 
2,5 1 0.390 
 2 0.384 
 3 0.310 
 
1) Konsentrasi glukosa pada konsentrasi substrat 0,5% 
 



















= 0,0933 mg/mL 
2) Konsentrasi glukosa pada konsentrasi substrat 1 % 
 















= 0,1048 mg/mL 
3) Konsentrasi glukosa pada konsentrasi substrat 1,5 % 
 















= 0,1253 mg/mL 
4) Konsentrasi glukosa pada konsentrasi substrat 2 % 
 





















5) Konsentrasi glukosa pada konsentrasi substrat 2,5 % 
 


















































LAMPIRAN 7: PENENTUAN KADAR GLUKOSA EKSTRAK KASAR 
ENZIM SELULASE PADA SUBSTRAT SELULOSA SEKAM PADI 
 





 1 0.671 
2 2 0.657 
 3 0.641 
 
1) Konsentrasi glukosa pada selulosa sekam padi konsentrasi 2 % 
 











































  x  
FP
VE
  x  
VS
t
  x 1000 𝜇mol/mmol 
Keterangan: 
AE   = aktivitas Enzim (U/mL) 
Mr glukosa = 180 mg/mmol 
VE  = volume Enzim (mL) 
VS  = volume substrat (mL) 
t  = waktu inkubasi (Menit) 















1 0.282 0.127 0.047 
0.050 2 0.294 0.132 0.049 
3 0.314 0.140 0.055 
40  
1 0.318 0.142 0.053 
0.053 2 0.333 0.148 0.056 
3 0.315 0.141 0.052 
50  
1 0.439 0.192 0.071 
0.070 2 0.418 0.183 0.067 
3 0.440 0.193 0.072 
60  
1 0.395 0.174 0.064 
0.068 2 0.432 0.189 0.070 
3 0.440 0.193 0.072 
70  
1 0.354 0.157 0.058 
0.058 2 0.386 0.170 0.063 





1) Aktivitas enzim selulase pada suhu 30 °C 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit






= 0,047 U/mL 
2) Aktivitas enzim selulase pada suhu 40 °C 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit






= 0,052 U/mL 
3) Aktivitas enzim selulase pada suhu 50 °C 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit






= 0,071 U/mL 
4) Aktivitas enzim selulase pada suhu 60 °C 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t









  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit






= 0,064 U/mL 
5) Aktivitas enzim selulase pada suhu 70 °C 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit
























2. Aktivitas enzim selulase pada variasi pH 












1 0.144 0.071 0.026 
0.026 2 0.144 0.071 0.026 
3 0.145 0.072 0.027 
6 
1 0.226 0.104 0.038 
0.042 2 0.234 0.108 0.040 
3 0.367 0.133 0.049 
7 
1 0.278 0.126 0.046 
0.047 2 0.282 0.127 0.047 
3 0.295 0.133 0.049 
8 
1 0.424 0.186 0.068 
0.069 2 0.467 0.203 0.075 
3 0.387 0.171 0.064 
9 
1 0.412 0.181 0.067 
0.063 2 0.416 0.183 0.068 
3 0.326 0.145 0.054 
1) Aktivitas enzim selulase pada pH 5 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit






= 0,026 U/mL 
2) Aktivitas enzim selulase pada pH 6 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t









  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit






= 0,038 U/mL 
3) Aktivitas enzim selulase pada pH 7 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit






= 0,046 U/mL 
4) Aktivitas enzim selulase pada pH 8 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit






= 0,068 U/mL 
5) Aktivitas enzim selulase pada pH 9 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit










= 0,067 U/mL 
















1 0.198 0.093 0.034 
0.034 2 0.199 0.094 0.035 
3 0.182 0.086 0.032 
1 
1 0.226 0.104 0.038 
0.039 2 0.227 0.105 0.039 
3 0.225 0.104 0.039 
1.5 
1 0.276 0.125 0.046 
0.048 2 0.281 0.127 0.047 
3 0.303 0.136 0.050 
2 
1 0.360 0.159 0.059 
0.063 2 0.381 0.168 0.062 
3 0.422 0.185 0.068 
2.5 
1 0.390 0.172 0.063 
0.059 2 0.384 0.169 0.062 
3 0.310 0.139 0.051 
1) Aktivitas enzim selulase pada konsentrasi substrat 0,5% 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit












= 0,034 U/mL 
2) Aktivitas enzim selulase pada konsentrasi substrat 1% 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit






= 0,038 U/mL 
3) Aktivitas enzim selulase pada konsentrasi substrat 1,5% 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit






= 0,048 U/mL 
4) Aktivitas enzim selulase pada konsentrasi substrat 2% 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit













5) Aktivitas enzim selulase pada konsentrasi substrat 2,5% 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit






= 0,063 U/mL 
4. Aktivitas enzim selulase pada selulosa sekam padi 











Selulosa sekam padi 1 0.671 0.287 0.106  
(50 °C, pH 8, 2 0.657 0.275 0.102 0.103 
2%) 3 0.641 0.273 0.101  
 
1) Aktivitas enzim selulase pada substrat selulosa sekam padi 
 
AE  = 
[glukosa]
Mr glukosa
  x  
FP
VE
  x  
VS
t





  x  
1
2 mL
  x  
2 mL
15 menit





    
 







LAMPIRAN 9: PERHITUNGAN STANDAR DEVISIASI SAMPEL 
1. STANDAR DEVIASI SAMPEL PADA VARIASI SUHU 
 
Suhu 30 °C =  ×̅ = 
0,047 +0,049 +0,055
3
 = 0,050 
  
 S =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √









  =  √0,0000175  =  0,004 
 
Suhu 40 °C =  ×̅ = 
0,053 +0,056 +0,052
3
 = 0,053 
  
 S =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √









  =  √0,000005  =  0,002 
 
Suhu 50 °C =  ×̅ = 
0,071 +0,067 +0,072
3
 = 0,070 
  
 S =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 





  =  √









  =  √0,000007  =  0,002 
 
Suhu 60 °C =  ×̅ = 
0,064 +0,070 +0,071
3
 = 0,068 
  
 S =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √









  =  √0,0000145  =  0,003 
 
 
Suhu 70 °C =  ×̅ = 
0,058 +0,063 +0,054
3
 = 0,058 
  
 S =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √














2. STANDAR DEVIASI SAMPEL PADA VARIASI pH 
 
pH 5  =  ×̅ = 
0,026 +0,026 +0,027
3
 = 0,026 
  
S  =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √









  =  √0,0000005  =  0,001 
 
pH 6  =  ×̅ = 
0,038 +0,040 +0,049
3
 = 0,042 
  
S  =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √









  =  √0,0000345  =  0,005 
 
pH 7  =  ×̅ = 
0,046 +0,047 +0,049
3
 = 0,047 
  
S  =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 





  =  √




  =  √




  =  √0,0000025  =  0,001 
 
pH 8  =  ×̅ = 
0,068 +0,075 +0,063
3
 = 0,069 
  
S  =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √









  =  √0,0000365  =  0,005 
 
pH 9  =  ×̅ = 
0,067 +0,068 +0,054
3
 = 0,062 
  
S  =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √















3. STANDAR DEVIASI SAMPEL PADA VARIASI KONSENTRASI 
SUBSTRAT 
 
Konsentrasi Substrat 0,5% 
 ×̅  = 
0,034 +0,035 +0,032
3
 = 0,034 
  
 S =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √









  =  √0,0000025  =  0,001 
 
Konsentrasi Substrat 1%  
  ×̅  = 
0,038 +0,039 +0,039
3
 = 0,039 
  
 S =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √
















Konsentrasi Substrat 1,5%  
 ×̅  = 
0,046 +0,047 +0,050
3
 = 0,048 
  
 S =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √









  =  √0,0000045  =  0,002 
 
Konsentrasi Substrat 2%  
×̅  = 
0,059 +0,062 +0,068
3
 = 0,063 
  
 S =  √




  =  √









  =  √0,000021  =  0,004 
 
Konsentrasi Substrat 2,5%  
 
 ×̅  = 
0,063 +0,062 +0,051
3






 S =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √









  =  √0,0000445  =  0,006 
 
4. STANDAR DEVIASI SAMPEL PADA SELULOSA SEKAM PADI 
 
Selulosa Sekam Padi  
×̅  = 
0,106 +0,102 +0,101
3
 = 0,103 
  
 S =  √
∑ (Xi - ×̅)2ni=1
n -1
 
   
  =  √




















LAMPIRAN 10: DOKUMENTASI PENELITIAN 
 


































Dilarutkan media dengan 
aquades panas 





































Dilarutkan media dengan 
aquades panas 
































   
 Diambil 5 ose isolat terpilih Diinokulasikan ke dalam   
media inokulum  
Dishaker dan diinkubasi 
selama 24 jam 
Media inokulum setelah 
































Diinokulasikan 75 mL ke 
dalam media produksi 
Dishaker dan diinkubasi 
selama 48 jam 
Media produksi setelah     
diinkubasi selama 48 jam 
 Disentrifugasi media  
































 Ekstrak kasar enzim selulase 
Ditimbang komponen pereaksi 
DNS 

































Dihimpitkan sampai 100 mL Dimasukkan ke dalam botol  
coklat 
Dicampurkan larutan A dan B Larutan buffer fosfat yang 
































Dicampurkan larutan A dan B Larutan buffer asetat yang 
telah Diuji dengan kertas pH 
Dicampurkan larutan A dan B Larutan buffer Tris-HCl yang 
































Deret standar glukosa  Diinkubasi selama 15 menit 
































Deret standar glukosa sebelum 
pemanasan 
Deret standar glukosa setelah 
pemanasan 
Dipanaskan selama 10 menit 
Diukur dengan spektofotometer  

































2 mL CMC 1% + 2 mL buffer pH 7  
+ 2 mL ekstrak kasar selulase + 2 mL 
Pereaksi DNS 
Sampel sebelum dipanaskan 
Sampel setelah dipanaskan Diukur dengan spektofotometer  

































2 mL CMC 1% + 2 mL variasi buffer  
+ 2 mL ekstrak kasar selulase + 2 mL 
Pereaksi DNS 
 Sampel sebelum dipanaskan 
Sampel setelah dipanaskan   Diukur dengan spektofotometer  
  UV-Vis pada panjang gelombang  
































2 mL CMC 1% + 2 mL variasi buffer  
+ 2 mL ekstrak kasar selulase + 2 mL 
Pereaksi DNS 
  Sampel sebelum dipanaskan 
 Sampel setelah dipanaskan  Diukur dengan spektofotometer  
 UV-Vis pada panjang  gelombang  
































Didelignifikasi dengan NaOH 10% 
selama 90 menit pada suhu 55 °C dan 
direndam dengan NaOCl 8% selama 1 
jam . 
 
Dipisahkan filtrat dan residu dengan 
kertas saring 
Dinetralkan residu yang telah disaring Dikeringkan di dalam oven pada suhu 
































3 mL campuran substrat dan enzim 
+ 3 mL pereaksi DNS 
  Sampel sebelum dipanaskan 
Sampel setelah dipanaskan Diukur dengan spektofotometer  
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